





























in  the  neighborhood  of  various  toxin  genes  across phylogenetically diverse Gram‐positive  and 
Gram‐negative bacteria. This  suggests  that  the  orfX‐p47  cluster genes  encode machinery with  a 




Botulinum  neurotoxin  (BoNT)  is  mostly  produced  by  the  Gram‐positive  spore‐forming 
anaerobic bacterium Clostridium botulinum. BoNT causes botulism which is a rare but deadly disease 
affecting both humans  and  animals  [1]. The most well‐known  form of  the disease  is  food‐borne 
botulism, resulting from the consumption of preformed BoNT present in inappropriately preserved 
food  products  [2,3].  Upon  ingestion  and  absorption  into  the  body,  BoNT,  a  zinc‐dependent 
metalloprotease,  blocks  neurotransmission  through  the  cleavage  of  key  proteins  within  the 
cholinergic nerve  terminals, causing  flaccid paralysis  [4]. BoNT  is encoded  from neurotoxin gene 
cluster(s) (NGC) which can be located either in the chromosome or within mobile genetic elements, 
i.e.,  plasmids  or  bacteriophages,  and  acquired  through  horizontal  gene  transfer  [5].  The  NGC 
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attach  to  lipids  in vitro  [13,14]. The  lipid‐binding properties of OrfX2 and P47 were attributed  to 
tubular  lipid‐binding  (TULIP)  domains  so  far  encountered  only  in  eukaryotic  proteins  [13]. 
Occasionally,  the OrfX1, OrfX2, OrfX3, and P47 proteins were detected  in association with BoNT 





supported  [17]. A better understanding of P47, OrfX1, OrfX2, and OrfX3 would shed  light on  the 
mode of action of BoNTs encoded from the orfX‐p47‐type NGCs. 
Until  recently, BoNT production was merely associated with  clostridial  species  including C. 
botulinum and some strains of Clostridium argentinense, Clostridium baratii, and Clostridium butyricum 
[6,18,19]. Rapid development of next‐generation sequencing (NGS) technologies and bioinformatics 
tools  allowed  affordable  genome  sequencing  and  functional  genomic  analyses  of  clinical  and 
environmental  isolates,  and  resulted  in  in  silico  discovery  of  novel  BoNT  types,  not  only  in 
Clostridiales  but  also  in  phylogenetically  distant  bacterial  species  [20–23]. Along  these  lines,  the 
present study, based on bioinformatic mining of bacterial genome databases, led to the identification 
of  genes  putatively  encoding  OrfX1,  OrfX2,  OrfX3,  and  P47  in  bacterial  species  belonging  to 
Alphaproteobacteria, Bacilli, Betaproteobacteria, Cytophagia, and Gammaproteobacteria. Diverse and novel 
orfX1, orfX2, orfX3, and p47 gene arrangements as well as the presence of a truncated form of orfX2 
(tentatively  called  orfX‐T),  previously  unseen  in  Clostridiales,  were  reported  in  these  genomes. 
Strikingly, these genes were consistently neighboring genes encoding non‐BoNT toxins,  including 
the  crystal  toxin  (Cry)  or vegetative  insecticidal proteins  (VIP). This  suggests  that  the  biological 
function of OrfX1, OrfX2, OrfX3, and P47 relates to toxinogenesis and/or pathogenesis, and  is not 
BoNT‐specific.  Finally,  we  identified  an  orfX‐p47‐containing  toxin  gene  cluster  harboring  a 
bont/ntnh‐like toxin gene in a Bacillus isolate. This cluster shares similarities with C. botulinum NGC 
but also possesses marked differences: besides having three orfX genes (orfX3 and two orfX‐T) and a 
p47,  it  contains  a  solitary  truncated  bont/ntnh‐like  gene  lacking  the  canonically  accompanying 
ntnh/bont  counter partner.  Instead,  this  cluster  is  juxtaposed  by  two  open  reading  frames which 
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putatively encode components of a tripartite toxin complex. This finding suggests that the truncated 











1).  Bacterial  species  belonging  to  23  different  orders,  such  as  Bacteroidales,  Rhizobiales,  or 





of  BoNT  and  BoNT‐like  proteins,  suggesting  that  the  biological  function  of  Clostridium  P47 
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arrangement  of  the OrfX1‐3  and  P47  protein  homologs  retrieved  from  the  genomes  of  thirteen 
bacterial  strains  (Table 1). These  strains originated  from various  environmental  samples,  i.e., air, 
insects,  sediment,  soil, and water  samples. Most of  these bacterial  species are  either  invertebrate 









the  ones  in  other C.  botulinum  strains,  as  previously  reported,  and  its  gene  arrangement  rather 
resembles  the  orfX‐p47  clusters  found  in  phylogenetically  more  distant  species,  such  as  Bacilli, 
Brevibacilli, and Paenibacilli where p47 is localized downstream the orfX1‐3 operon. Remarkably, there 
is a clear dichotomy  in  the architecture of  the orfX‐p47 gene clusters between Gram‐negative and 
Gram‐positive species: orfX1 was present within the orfX‐p47 gene cluster of Gram‐positive species 
but  was  absent  in  clusters  from  all  analyzed  Gram‐negative  bacteria.  Considering  the  recently 
demonstrated  lipid binding ability of OrfX1  in vitro, it  is tempting to speculate that the biological 
function of OrfX1  could  relate  to membranes  in  the Gram‐positive  cell  envelope. Gram‐negative 
species,  in  turn,  lacked orfX1, and carried one or  two copies of  truncated orfX2,  tentatively called 
orfX‐T, and occasionally harbored orfX3. 
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Table 1. Bacterial genomes analyzed in this study. 
Bacterial Species  Strain Name  Taxonomy (Class)  Isolation Source  Accession Number  Reference 
Clostridium botulinum  Beluga  Clostridia  Fermented whale flippers, Canada  NZ_ACSC01000002  Direct submission 
Clostridium botulinum  Kyoto‐F  Clostridia  Infant feces, Japan  CP001581  [24] 
Clostridium botulinum  CDC_297  Clostridia  Liver paste, USA  CP006907  [25] 
Clostridium botulinum  111  Clostridia  Infant feces, Japan  AP014696  [26] 
Clostridium botulinum  Loch Maree  Clostridia  Duck liver paste, Scotland  CP000962  [24] 
Clostridium botulinum  Mauritius  Clostridia  Fish, Mauritius  NZ_LFPL01000000  [18] 
Clostridium botulinum  Langeland  Clostridia  Liver paste, Denmark  CP000728  Direct submission 
Clostridium botulinum  Mfbjulcb3  Clostridia  Retail fish market, India  CP027780  Direct submission 
Clostridium baratii  Sullivan  Clostridia  Adult human feces, USA  CP006905  [25] 
Enterococcus faecium  3G1_DIV0629  Bacilli  Cow feces, USA  NGLI00000000  Direct submission 
Paraclostridium bifermentans subsp. malaysia  Pbm  Clostridia  Swamp soil, Malaysia  CM017269  [23] 
Arsenophonus nasoniae  DSM 15247  Gammaproteobacteria  Son‐killer of Nasonia vitripennis, USA  AUCC00000000  Direct submission 
Bacillus sp.  2SH  Bacilli  Alpine fresh spring, Italy  SCNA01000023  [27] 
Brevibacillus laterosporus  1951  Bacilli  Forage rape seed, New Zealand  RHPK00000000  [28] 
Burkholderia sp.  TSV86  Betaproteobacteria  Water, Australia  GCA_001522865  Direct submission 
Erwinia amylovora  ATCC 49946  Gammaproteobacteria  Infected apple tree, USA  FN666575  [29] 
Paenibacillus larvae subsp. pulvifaciens  SAG 10367  Bacilli  Apis mellifera (honeybee), Chile  NZ_CP020557  [30] 
Paenibacillus thiaminolyticus  BO5  Bacilli  Soil, Russia  GCA_003591545.1  Direct submission 
Rickettsiella grylli  ‐  Gammaproteobacteria  Pill bugs, USA  NZ_AAQJ00000000  Direct Submission 
Rudanella lutea  DSM 19387  Cytophagia  Air sample, South Korea  NZ_ARPG00000000  Direct submission 
Ruminococcus albus  AR67  Clostridia  Sheep rumen, New Zealand  GCA_900112155  Direct submission 
Salinarimonas rosea  DSM 21201  Alphaproteobacteria  Salt mine sediment, China  NZ_AUBC00000000  Direct submission 
Bacillus thuringiensis  AFS089089  Bacilli  Grainbin dust, USA  NVNL01000046  [31] 






































Intriguingly,  the novel  orfX‐p47  clusters  identified  in B.  laterosporus  (VIP  toxin producer), B. 
thuringiensis (Cry toxin producer) and P. thiaminolyticus (VIP toxin producer) encoded an extended 
P47 with an additional domain fused to its C‐terminus. The additional domain detected in P47 was 
predicted  to  contain  a  ricin‐type  beta‐trefoil  lectin‐like  domain  (Pfam  ID:  PF14200),  involved  in 
carbohydrate binding [32] and found for instance in HA‐33 [33]. Furthermore, one of the two orfX‐p47 
clusters harbored by B.  laterosporus carrying a gene for Cry toxin, encoded P47 fused to a domain 


















genes. To  the best of our knowledge, only one report shows  the presence of orfX‐p47 cluster  in a 
non‐BoNT‐encoding  genome,  however  this  finding  has  not  been  further  investigated  [44].  Our 











Bioinformatic  analysis  led  to  the discovery of  an  orfX‐p47  cluster‐associated gene putatively 
encoding  a  protein  with  similarities  to  BoNT  and  NTNH.  We  termed  this  putative  protein  as 
BoNT/NTNH‐like A component  (BNA) due  to  its close similarity  to BoNT and NTNH and  to  its 
predicted function as component A of an ABC‐type toxin complex (discussed below). This peculiar 
cluster was identified within the unclosed genome of a Bacillus sp. isolate 2SH recovered from alpine 
fresh water  in  Trento,  Italy.  The  predicted  825  amino  acid  long  sequence  of  BNA  protein was 
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and the tetanus neurotoxin (TeNT). Interestingly, the predicted BNA polypeptide chain lacked the 
C‐terminal  heavy  chain  domain  present  in  both  BoNT  and NTNH  (Figure  4a).  The  amino  acid 





disulfide  bond,  which  upon  reduction  enables  the  toxin  to  translocate  across  the  target‐cell 
membranes [47,48] (Figure 4a). The conserved active site zinc‐coordinating HExxH motif present in 
zinc metalloproteases,  including BoNT,  is absent  in BNA.  Instead, BNA  contains  the amino  acid 
sequence SKLIE, undetected in any of the known BoNTs. The SKLIE sequence does not contain two 






Within  the maximum  likelihood phylogenetic  tree, BoNT and NTNH  clustered distinctly  as 
previously reported [50]. Although the BNA amino acid sequence clustered with the NTNH clade, 
its early branching places it between BoNT and NTNH (Figure 4b). This, together with the fact that 








1S0B)  indicating  that BNA  is  likely highly  similar  to BoNT/B and, by extension,  to other BoNTs. 







The  bna  gene  is  lacking  the  canonical  bont  or  ntnh  counterpart, which makes  BNA,  to  our 
knowledge, the first described stand‐alone BoNT/NTNH‐like protein. Instead, bna is accompanied by 
two  open  reading  frames  encoding  proteins  containing RHS  repeats  (Figure  2,  Bacillus  sp.  2SH 
cluster). Their  3D models match with  the  crystal  structure  of TcdB2‐TccC3  toxin  subcomplex  of 
Photorhabdus luminescens (PDB ID: 4O9X; 100% confidence in Phyre2). This subcomplex is involved 
in the formation of tripartite ABC toxin of P. luminescens which is a well‐studied example of RHS‐





when  assembled  an  active multimeric  structure  is generated. The A protein  forms  a pentameric 
structure  to make a  translocation channel  in  the  target host cells  [54]. Accordingly,  in  the case of 
Bacillus  sp.  2SH  putative ABC  complex,  BNA  could  act  as  the A  component  due  to  the  fact  it 
encompasses a BoNT translocation domain which may form translocation pores in lipid bilayers [55]. 
The putative self‐oligomerization step would  therefore stabilize BNA, explaining why BNA  lacks 






Bacillus  sp.  2SH  consists  of  bacterial  SNF2  helicase  related  to  chromatin  remodeling  [57].  This 
suggests that the putative BNA‐associated ABC complex toxicity could rely on rearranging the DNA 
of target cells. A relevant piece of evidence supporting the hypothesis of BNA being an A component 


































NNa  WP_026823093.1  RHS repeat protein  RHS Repeat (PF05593)  1.19 × 10−5 Uncharacterized conserved protein RhaS (COG3209)  3.84 × 10−3 
NN  WP_026823094.1  RHS repeat protein  ‐  ‐ 





NN  WP_137842861.1  RHS repeat protein  ‐  ‐ 




































TSV86  WS68_18250  WP_059573479.1  Autotransporter protein 
Outer membrane autotransporter barrel domain (cl36898)  5.76 × 10−52 
Autotransport protein MisL (cl36477)  1.07 × 10−19 
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Rickettsiella grylli  RICGR_0720  WP_081441678.1  Shiga toxin A‐chain   (rRNA N‐glycosidase)  Ribosome inactivating protein (cl08249)  7.84 × 10−20 
Rudanella lutea 
DSM 19387 
NN  WP_019988042.1  BIG‐5 domain containing protein  Bacterial Ig‐like domain, BIG5 (PF13205)  1.62 × 10−16 











CON71_23765  WP_098902378.1  Crystal insecticidal protein (Cry)  Insecticidal crystal toxin, P42 (cl05149)  5.68 × 10−11 
CON71_23770  WP_098902379.1  RHS repeat protein  RHS repeat‐associated core domain (TIGR03696)  7.79 × 10−25 Uncharacterized conserved protein RhaS (COG3209)  7.58 × 10−7 
a NN, no name/tag assigned in the deposited database. b Name assigned in the present study. 




domain  structure  of BoNT  and NTNH. The NCBI  conserved domain detection  tool was used  to 
predict protein domains within BNA, BoNT, and NTNH protein sequences. (b) Maximum likelihood 




Here we showed  that  the orfX‐p47 gene cluster, so  far exclusively associated with botulinum 
neurotoxins,  is widely distributed across  the bacterial phylogenetic  tree,  reaching  far beyond  the 










Remarkably,  the  orfX‐p47  clusters were  consistently  associated with genes  encoding various 
types of oral insecticidal toxins, i.e., delta‐endotoxins (Cry toxin), binary toxins (VIP toxin) or ABC 









Further  research  on  the  insecticidal  toxin‐related  OrfX  and  P47  proteins  may  lead  to  novel 
interventions in pest control. 
Identification of the orfX‐p47 cluster in Bacillus sp. 2SH led to the discovery of a bont/ntnh‐like 
toxin gene  (bna) predicted  to  encode a protein with partial homology  to BoNT and NTNH. This 
BoNT/NTNH‐like A component appears unique since it is assumingly devoid of a canonical assistant 
protein.  Instead,  the bna gene  is  located upstream of  two genes predicted  to encode  the B and C 
components of an ABC toxin complex [59]. We suggest that BNA constitutes the A component of an 
ABC  toxin  complex  and  therefore may  have  a  role  in  determining  host  specificity  of  the  toxin 















default  settings  (scoring parameters: BLOSUM62 matrix;  gap  costs:  existence  11  and  extension1; 
expected threshold 10, word size 6) (Supplementary Tables S1–S5). Conserved domains of protein 
homologs were  further  scanned  and  checked  using  the NCBI Conserved Domain  Search  using 
defined  options  (database:  CDD  v3.17  –  52,910  PSSMs,  expected  value  threshold  0.01)  [61–64]. 
Genome sequences and amino acid sequences of relevant protein homologs were retrieved from the 
NCBI database. OrfX1, OrfX2, OrfX3, and P47 protein sequences from C. botulinum (strains Beluga, 
Kyoto‐F,  Langeland, Mauritius, CDC_297,  111, Mfbjulcb3), C.  baratii  (strain  Sullivan),  E.  faecium 
(strain 3G1_DIV0629), and P. bifermentans subsp. malaysia (strain Pbm) were included in the OrfX‐P47 
dataset for further comparative analysis. Search using the protein family corresponding to Clostridium 
P47 superfamily  (Pfam  ID: PF06597) was performed  in Annotree  [65]. Protein sequences from  the 
genes  located  in  the  vicinity  of  the  orfX  gene  cluster  were  further  investigated  for  domain 
conservation  (Pfam 32.0  search)  [66],  sequence homology  (BLAST)  [60], and  structural homology 
(Phyre2)  [67]. Phylogenetic distributions of  the different bacterial genomes analyzed  in  this work 
were  positioned within  the  tree  generated  by Annotree  (taxonomic  order  level)  [65]. The  list  of 
genome sequences analyzed in this study is shown in Table 1. 
4.2. Comparative Sequence Analysis, Motif‐Based Sequence Analysis, and Phylogenetic Tree Analysis 
Sequence  alignment  based  on  ClustalW  algorithm  (gap  opening  penalty  10,  gap  extension 
penalty 0.1, protein weight matrix BLOSUM) [68] was computed in MEGA7 [69]. Sequence alignment 
was  used  to  perform  principal  component  analysis  (PCA)  in  JalView  v2.10.5  [70].  Maximum‐
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likelihood phylogenetic  trees were generated  in MEGA7 with  custom options  (nearest‐neighbor‐
interchange,  Jones‐Thornton model, 250  iterations)  [69]. Putative motifs conserved among protein 
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